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INTRODUZIONE 
1.1      Analgesici oppioidi 
 
Con il termine analgesici si indicano i farmaci che riducono il dolore detti 
anche antinocicettivi. Storicamente gli analgesici oppioidi erano chiamati 
analgesici narcotici; letteralmente analgesico narcotico significa che la 
sostanza causa sonno o perdita di coscienza (narcosi) in congiunzione al suo 
effetto analgesico. Il termine narcotico è stato associato alle proprietà di 
indurre dipendenza da parte degli oppioidi e di altri agenti che deprimono il 
SNC. Poiché il grande valore terapeutico degli oppioidi sta nella loro capacità 
di provocare analgesia senza causare narcosi, e poiché non tutti gli oppioidi 
inducono dipendenza, l’aggettivazione narcotico può risultare ambigua 
(Foye’s, 2008). 
 
1.1.1  Aspetti generali 
 
Il succo o il lattice ottenuti dalle capsule immature del papavero Papaver 
somniferum sono tra i medicamenti più antichi il cui uso è chiaramente 
documentato. Nell’oppio sono contenuti numerosi alcaloidi, il principale dei 
quali è la morfina. La codeina, la tebaina e la papaverina sono altri alcaloidi, 
anch’essi importanti in medicina, isolati successivamente dal papavero da 
oppio (Foye’s, 2008). 
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L’azione di tutti gli oppioidi è quella di esercitare una potente inibizione a 
livello del Sistema Nervoso Centrale (SNC)  mediante l’interazione con la 
trasmissione dei peptidi oppioidi endogeni (endorfine, encefaline e dinorfine), 
sostanze prodotte all'interno del nostro organismo che hanno attività simile a 
quella della morfina. 
 
1.1.2 Peptidi oppioidi endogeni e loro funzioni fisiologiche 
 
A livello di regioni del SNC sono presenti dei peptidi che hanno proprietà 
farmacologiche simili agli oppioidi stessi; questi composti endogeni prendono 
il nome di peptidi oppioidi endogeni. 
Sono state descritte tre famiglie di peptidi oppioidi endogeni: 
 ENDORFINE 
 ENCEFALINE 
 DINORFINE 
Questi peptidi vengono sintetizzati nel cervello come parte di strutture di 
grandi precursori proteici. I precursori sono dei pro-oppioidi proteici che 
vengono sintetizzati nel nucleo della cellula e vengono trasportati ai terminali 
delle cellule nervose da cui vengono rilasciati. C’è un diverso precursore 
proteico per ciascuno dei tre tipi principali di peptidi oppioidi. La pro-
oppiomelanocortina (POMC) è il precursore della β-endorfina, la pro-
encefalina A è il precursore della Met-encefalina e della Leu-encefalina. La 
pro-encefalina B (pro-dinorfina) è il precursore della dinorfina e della α-
neoendorfina. I peptidi attivi vengono distaccati dai precursori proteici per 
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idrolisi da parte di proteasi specifiche. Gli oppioidi endogeni esercitano la 
loro azione analgesica a livello di siti spinali e sovra spinali (Foye’s, 2008). 
Esistono tre tipologie di recettori sui quali questi peptidi vanno ad agire e 
ciascun tipo recettoriale presenta dei sottotipi: 
 RECETTORE µ    (endorfine) 
 Recettore µ1 
 Recettore µ2 
Tutti gli alcaloidi oppioidi e la maggior parte dei loro derivati di sintesi sono 
agonisti selettivi per tali recettori. Tali recettori mediano un’analgesia 
sovraspinale e spinale, sedazione, depressione respiratoria, diminuita motilità 
gastrica e modulazione del rilascio di ormoni e neurotrasmettitori. In 
particolare, è provato che i recettori µ1 sono siti di legame ad alta affinità che 
modulano la neurotrasmissione del dolore, mentre i recettori µ2 controllano la 
depressione respiratoria. 
 Recettore δ     (encefaline) 
 Recettore δ1 
 Recettore δ2 
Le encefaline, i ligandi naturali di tali recettori, sono solo leggermente 
selettivi per i δ nei confronti dei recettori µ. Tali recettori mediano 
un’analgesia sovraspinale, spinale e modulano il rilascio di ormoni e 
neurotrasmettitori 
 Recettore κ    (dinorfine) 
 Recettore κ1 
 Recettore κ2 
 Recettore κ3 
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I peptidi correlati alla dinorfina sono gli agonisti naturali dei recettori κ. La 
loro selettività κ/µ non è altissima. In generale gli agonisti κ producono 
analgesia sovraspinale e spinale, effetti psicotomimetici e diminuzione della 
motilità gastrica. 
 
1.1.3 Meccanismo d’azione degli oppioidi 
 
Le sostanze oppioidi agiscono da agonisti su recettori specifici a livello del 
midollo spinale e del tronco cerebrale (sostanza grigia delle corna dorsali e 
sostanza gelatinosa di Rolando). Questi recettori sono responsabili non solo 
degli effetti positivi (analgesia) ma anche degli effetti collaterali (depressione 
respiratoria, prurito,vomito,  etc..).  
I recettori oppioidi sono recettori metabotropici strutturalmente correlabili alla 
rodopsina, caratterizzati da 7 dominii transmembrana i cui loops intracellulari 
sono accoppiati a proteine appartenenti alla famiglia delle G-protein. Essi 
sono espressi a livello del SNC nelle regioni del mesencefalo, telencefalo e 
diencefalo e nel midollo spinale. I recettori µ e κ sono situati anche nella 
parete del tratto gastrointestinale, in misura maggiore nello stomaco e nel 
tratto prossimale del colon. Il recettore δ è localizzato anche nei neuroni e nei 
gangli mienterici e sottomucosi. 
La struttura molecolare dei recettori oppiodi è costituita da sette domini 
transmembrana le cui eliche terminano con dei loops intracellulari associati a 
proteine Gi/G0, etero-trimeri costituiti dalle tre diverse subunità Gα, Gβ e Gγ. 
Quando il ligando agonista si lega al proprio sito evoca una modificazione 
conformazionale del recettore e la subunità Gα, che prima legava GDP, passa 
allo stato attivato come Gα-GTP dissociandosi dal dimero Gβγ. Il legame tra 
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GTP e Gα provoca l’inibizione dell’adenilato ciclasi con una conseguente 
diminuzione dei livelli di cAMP (II messaggero); ciò produce nella cellula 
una riduzione della corrente voltaggio dipendente, che raggiunge valori 
negativi, incrementando la soglia di eccitabilità neuronale. La riduzione di 
cAMP provoca inoltre una ipofunzionalità della PKA (protein-chinasi AMP 
ciclico dipendente) con una depressione del rilascio del neurotrasmettitore 
(Figura 1). 
L’iperpolarizzazione cellulare è dovuta anche all’azione delle subunità Gβγ. Il 
legame del recettore con l’agonista media l’apertura dei canali potassio 
inducendo una iperpolarizzazione delle membrane e l’inibizione della 
conduttanza al calcio con conseguente riduzione del rilascio di 
neurotrasmettitore a livello sinaptico. Questo stato recettoriale è di solito 
reversibile: una volta esplicata l’azione  
 
Figura 1. Attivazione dei recettori oppiodi. 
 
biologica Gα-GTP viene idrolizzato a Gα-GDP e si riassocia alle altre subunità 
riformando il trimetro iniziale. 
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1.1.4 Classificazione analgesici oppioidi 
 
Gli analgesici oppioidi possono essere suddivisi in tre grandi categorie: 
1. AGONISTI CON ELEVATA POTENZA 
 Fenantreni 
 Morfina 
 Diacetilmorfina (Eroina) 
La morfina è un alcaloide fenantrenico ricavato dall’oppio che agisce 
preferenzialmente sul recettore µ. Si tratta di una molecola abbastanza polare 
e idrofila quindi, da un punto di vista farmacocinetico, non è brillante in 
quanto passa la barriera ematoencefalica (BEE) in una piccola percentuale. A 
causa del metabolismo di primo passaggio, la dose orale necessaria per 
produrre un effetto terapeutico è più elevata di quella richiesta utilizzando la 
via parenterale.  
L’eroina è un potente analgesico stupefacente ad azione rapida che tramite 
una esterasi plasmatica viene idrolizzata a monoacetilmorfina. Con 
l’intervento di carbossidiesterasi epatiche abbiamo la formazione di morfina 
che viene successivamente coniugata con acido glucuronico a formare la 
morfina-6-glucuronide, sempre attiva, e la morfina-3-glucuronide inattiva. La 
morfina, a sua volta, può subire una N-demetilazione con formazione della 
normorfina che possiede una scarsa azione. 
Sono entrambe molecole dotate di azione di rinforzo positiva; il soggetto che 
ne fa uso riceve una sensazione piacevole che porta alla voglia di ripetere 
l’esperienza. 
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Il bersaglio primario dei farmaci d’abuso è il sistema dopaminergico 
mesolimbico. Questo sistema origina nell’area tegmentale ventrale (VTA), 
una sottile struttura posta sulla punta del tronco cerebrale, la quale invia 
proiezioni al nucleo accumbens, all’amigdala e alla corteccia prefrontale. 
La maggior parte dei neuroni che mandano proiezioni dalla VTA sono 
neuroni dopaminergici; quando questi neuroni sono attivi, liberano grandi 
quantità di dopamina nel nucleo accumbens e nella corteccia prefrontale. La 
somministrazione sistemica di farmaci d’abuso provoca un rilascio di 
dopamina. Poiché ogni farmaco che provoca dipendenza psicologica ha uno 
specifico bersaglio molecolare, possono essere distinte tre classi: 
 Un primo gruppo si lega a recettori accoppiati a proteine G di tipo 
inibitorio. Questi recettori inibiscono i neuroni attraverso 
iperpolarizzazione postsinaptica e regolazione presinaptica del rilascio 
di trasmettitore. Nella VTA, questi farmaci agiscono sui neuroni 
contenenti GABA che fungono da interneuroni inibitori locali. 
 Un secondo gruppo interagisce con recettori ionotropici o canali ionici 
e ciò porta ad un aumento del rilascio di dopamina. 
 Il terzo gruppo ha come bersaglio i trasportatori delle monoammine: 
bloccano la ricaptazione o stimolano il rilascio della dopamina. 
 
 Fenileptilammine 
 Metadone 
Agonista dei recettori µ, il metadone è una analgesico potente e utile che può 
essere somministrato per via orale, endovenosa, sottocutanea e rettale. Viene 
ben assorbito dal tratto gastrointestinale ed ha una biodisponibilità maggiore 
rispetto alla morfina data per via orale. Il metadone è ben conosciuto per il 
suo impiego nel trattamento dell’abuso di oppioidi. La tolleranza e la 
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dipendenza fisica, infatti, si sviluppano più lentamente rispetto alla morfina  e 
la sintomatologia della sindrome da astinenza è più lieve anche se più 
prolungata di quella della morfina. 
 
 Fenilpiperidine 
 Fentanil e analoghi (sufentanil, alfentanil..) 
 Petidina 
Questi oppioidi differiscono per la potenza e la biodisponibilità. Il sufentanil è 
dalle 5 alle 7 volte più potente del fentanil mentre l’alfentanil è meno potente 
ma agisce più rapidamente e la durata di azione è più breve. Tali proprietà 
sono utili quando questi composti sono utilizzati nella pratica anestetica. 
La petidina è un oppioide meno recente, fornito di proprietà anticolinergiche 
muscariniche che ne limitano l’impiego in pazienti tachicardici. Esplica anche 
un effetto inotropo negativo sul cuore. 
 
 Morfinani 
 Levorfanolo 
Analgesico oppioide di sintesi con attività simile alla morfina ma che non 
offre alcun vantaggio rispetto a questa. 
 
2. AGONISTI CON POTENZA LIEVE O MODERATA 
 Fenantreni 
 Codeina 
 Ossicodone 
 Idrocodone 
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Sono tutti meno potenti della morfina in quanto sono agonisti parziali e 
vengono utilizzati soprattutto come antitussivi. 
 
 Fenileptilammine 
 Propossifene 
Possiede delle analogie strutturali con il metadone ma possiede una scarsa 
attività analgesica. Per la sua scarsa efficacia, in associazione con aspirina, è 
idoneo al trattamento del dolore lieve o moderato. 
 
 Fenilpiperidine 
 Difenossilato 
 Difenossina (metabolita) 
Non sono usati come analgesici ma sono indicati nel trattamento della diarrea. 
La scarsa solubilità ne limita l’impiego per via parenterale. La loperamide, ad 
esempio, è un altro derivato fenilpiperidinico utilizzato nel trattamento della 
diarrea ma non genera abuso in quanto non passa la BEE. 
 
3. OPPIOIDI CON AZIONI RECETTORIALI MISTE 
 Fenantreni 
 Nalbufina 
 Buprenorfina 
La nalbufina è un potente agonista dei recettori κ e antagonista dei recettori µ 
e viene somministrata per via parenterale. La buprenorfina possiede proprietà 
di agonista parziale a livello dei recettori µ. Quando è somministrata 
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oralmente si preferisce la via sublinguale per evitare l’effetto del metabolismo 
di primo passaggio epatico. 
 
 Morfinani 
 Butorfanolo 
Simile alla nalbufina e alla buprenorfina, il butorfanolo produce un più 
intenso effetto sedativo. Si tratta di un agonista prevalentemente κ tuttavia 
agisce anche come agonista parziale e antagonista dei recettori µ. 
 
 Benzomorfani 
 Pentazocina 
Agonista κ con lieve antagonismo o agonismo-antagonismo sui recettori µ. 
Viene somministrata per via sia orale che parenterale. Si evita la 
somministrazione sottocutanea per le sue proprietà irritanti locali. 
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Il capostipite dei ligandi oppioidi naturali è la morfina, il principale alcaloide 
isolato dall’oppio e tuttora utilizzato come analgesico nel trattamento del 
dolore importante (Figura 2). 
O
N
CH3
H
HO
HO
H
 
Figura 2. Struttura molecolare della morfina. 
L'attività biologica degli oppiodi endogeni non è coincidente con quella della 
morfina o di altre sostanze esterne all'organismo. Ad esempio, è stato 
dimostrato che le encefaline hanno una potenza analgesica molto inferiore a 
quella della morfina. Ciò è imputabile non alla scarsa affinità delle encefaline 
con i recettori, bensì al fatto che specifici processi enzimatici degradano 
(catabolizzano) molto rapidamente tali oppioidi.  
Oltre a presentare numerosi effetti collaterali, la morfina è un ligando non 
selettivo che attiva di preferenza i recettori µ ma che è in grado di interagire 
con buona affinità anche con i recettori δ e κ. Eroina, morfina e metadone 
sembrerebbero legarsi in maniera specifica ai recettori μ, eccitando i neuroni 
dopaminergici a livello mesolimbico nell’area tegmentale ventrale (VTA) 
(Vendramin et al., 1996). 
Con il medesimo sistema, agendo cioè sui recettori gabaergici, gli oppioidi 
faciliterebbero anche la produzione di serotonina (Jolas et al., 2000). 
I recettori κ sembrerebbero invece implicati nella percezione del craving per 
l’eroina (Cappendijk et al., 1999)  
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L’euforia è spiegata dalla rapida inibizione degli interneuroni GABA-ergici 
con conseguente immediato rilascio di Dopamina. L’effetto soggettivo 
maschera, quindi, una successiva azione d’inibizione che si manifesta alla fine 
del picco di piacere, circa 10 minuti dopo dall’assunzione, ad opera delle 
deidrasi eritrocitarie che metabolizzano l’eroina in morfina.  
Gli effetti sono rappresentati principalmente da: nausea, euforia, senso di 
ebbrezza, depressione respiratoria, miosi.  
La durata degli effetti degli oppioidi varia dalle 3-6 ore ed è più prolungata 
per il metadone (12-24 ore). 
L’assunzione di eroina provoca oltre ad una dipendenza psichica, che si 
manifesta con un desiderio incontrollabile a continuare ad assumere la droga e 
a procurarsela con ogni mezzo, una non meno marcata dipendenza fisica che 
si manifesta con la necessità di aumentare la dose per ottenere gli effetti 
farmacologici iniziali (tolleranza). Le basi biologiche della tolleranza agli 
oppioidi non sono completamente conosciute, probabilmente sono implicati il 
disaccoppiamento della proteina G e l'internalizzazione del recettore stesso. 
L'uso cronico dell’eroina produce una diminuzione del numero e della 
sensibilità dei recettori oppioidi e riduce l'attivazione della proteina G in varie 
aree cerebrali. Tale complesso proteico costituirebbe l’apparato che consente 
di trasferire al neurone gli effetti “operativi” dello stimolo sui recettori 
oppioidi (Liu et al., 2001). 
Nel soggetto che assume cronicamente eroina la sindrome di astinenza 
raggiunge il massimo di intensità in 24 – 48 ore. I segni di questa sindrome si 
manifestano con lacrimazione, sudorazione, tremori, anoressia, dilatazione 
della pupilla (midriasi), insonnia, accresciuta frequenza del respiro, vomito, 
coliche e diarrea, sensazione di freddo alternata con abbondante sudorazione 
etc. Tali fenomeni tendono a regredire nel giro di 3 – 4 giorni.  
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A questa “sindrome di astinenza primaria” segue una “sindrome post - 
astinenziale”, di più lunga durata, caratterizzata da ansia, depressione e 
irrefrenabile desiderio di assumere lo stupefacente.  
Frequente causa di morte per l’eroinomane è la crisi da sovradosaggio 
(overdose) si manifesta con uno stato di profondo sopore, rallentamento 
respiratorio fino all’arresto, ipotonia muscolare, riduzione della prontezza e 
della forza dei riflessi neuromuscolari (iporeflessia), restringimento del 
diametro pupillare (miosi).  
Infine, dobbiamo ricordare che l’assunzione di eroina aumenta la probabilità 
di contrarre malattie infettive tipo HIV, epatiti B e C ed infezioni ai vasi 
circolatori e alle valvole cardiache. L’uso regolare delle sostanze oppiacee, tra 
cui l’eroina, provoca un alto rischio di dipendenza con assuefazione che rende 
necessario l’aumento della dose per ottenere gli stessi effetti iniziali; 
l’interruzione determina la sindrome di astinenza con sintomi fisici e psichici 
e il craving, un forte desiderio psicologico della sostanza d’abuso. 
L’assunzione continuativa dell’eroina comporta un rischio elevato che si 
inneschi il fenomeno della tossicodipendenza, considerata una malattia 
cronica e recidivante del cervello con manifestazioni comportamentali, quali 
la ricerca incontrollata della sostanza e l’auto-somministrazione, malgrado il 
danno fisico, psicologico o emotivo che tale assunzione possa comportare 
(Katzung, 2006). 
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1.2   La buprenorfina 
 
La buprenorfina è un oppioide semisintetico derivante dalla tebaina con una 
struttura simile alla morfina ma con ridotta flessibilità rispetto alla morfina 
per l’introduzione di un ponte etilenico tra C14 e C6 e una ingombrante 
porzione lipofila.(Figura 3) 
 
 
Pur essendo dalle 5 fino alle 50 volte più potente della morfina, la sua 
efficacia analgesica rimane sempre più bassa di quest’ultima in quanto 
possiede proprietà di agonista parziale dei recettori µ e di antagonista sui 
recettori δ; pur aumentando la dose, che varia dai 0,2 mg fino a 32 mg in 
compresse, non aumenta l’analgesia ma viene prolungata solo la durata 
d’azione da 6 a 8 ore con le compresse fino ad un massimo di 4 giorni nei 
cerotti transdermici utilizzati per il dolore cronico severo. Per questo motivo 
risulta efficace e sicura nel trattamento a lungo termine della 
tossicodipendenza da oppiacei e, come richiamato prima, nel dolore cronico 
severo. 
 
 
 
Figura 3. Struttura molecolare della buprenorfina 
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1.2.1 Proprietà farmaco-tossicologiche della buprenorfina 
La buprenorfina è un derivato semisintetico della tebaina che agisce come 
agonista parziale dei recettori μ e antagonista dei recettori δ. La sua 
particolarità nella terapia sostitutiva è dovuta al fatto che il legame ai recettori 
μ avviene lentamente, ma con un’elevata affinità, bassa attività intrinseca e 
lenta e incompleta dissociazione (Lutfy et al., 2004). 
In quanto agonista parziale determina una lieve sindrome di astinenza e 
presenta un basso potenziale di abuso e un minor rischio di sovradosaggio se 
paragonata al metadone. La buprenorfina, somministrata per os, subisce un 
rilevante metabolismo di primo passaggio che limita notevolmente la 
biodisponibilità del farmaco; la via sublinguale è preferita per favorire il suo 
assorbimento direttamente nella circolazione sistemica. La dose nella fase di 
induzione è compresa tra 0,8 e 4 mg/die e per raggiungere la dose sostitutiva 
ottimale può essere aumentata gradualmente fino ad un massimo di 32 mg/die 
(Sweetman, 2009). Le concentrazioni plasmatiche di picco della buprenorfina 
si raggiungono dopo circa 1 ora dalla somministrazione sublinguale ed il 
range terapeutico delle concentrazioni plasmatiche è compreso tra 0,5 e 10 
ng/mL (Ciraulo et al., 2006). La buprenorfina viene metabolizzata nel fegato 
in seguito a N-dealchilazione, attraverso l’isoenzima CYP3A4 del citocromo 
P450 con formazione del metabolita attivo norbuprenorfina (Figura 4). La 
coniugazione con acido glucuronico porta alla formazione dei metaboliti 
glucuronidi sia della buprenorfina che della norbuprenorfina  che vengono poi 
eliminati nelle feci per escrezione biliare (70%), mentre la parte restante viene 
eliminata con le urine. La cinetica di eliminazione è bi- o tri-esponenziale, 
con un’emivita media di eliminazione dal plasma di circa 32 ore (40 ore 
quella del suo metabolita N-dealchilato). Ciò è dovuto in parte al 
riassorbimento dopo idrolisi intestinale del derivato coniugato, ed in parte alla 
natura altamente lipofilica della molecola (Elkader et al., 2005).  
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Fig. 4. Metabolismo epatico della buprenorfina ad opera del sistema enzimatico del citocromo P450 
(CYP450) e dell’UDP-glucuronosil-transferasi (UGT) 
 
Gli effetti indesiderati più frequenti della buprenorfina sono quelli tipici degli 
oppiacei: stitichezza, mal di testa, senso di affaticamento, sonnolenza, nausea, 
inappetenza. Un possibile rischio di epatotossicità e di depressione 
respiratoria può subentrare soprattutto in caso di associazione con 
benzodiazepine o in caso di uso improprio (Sweetman, 2009). Sono stati 
riportati casi di overdose accidentale da buprenorfina verificatisi soprattutto in 
bambini e il Suboxone® rappresentava la formulazione farmaceutica più 
comunemente ingerita (Geib et al., 2006). Una review retrospettiva sui casi di 
overdose da buprenorfina in bambini americani nel periodo tra il 2002 ed il 
2005 asseriva che l’overdose era in genere ben tollerata e solo il 63% dei 
bambini ricoverati aveva manifestato sintomi di tossicità, quali sonnolenza, 
Buprenorfina 
Norbuprenorfina 
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letargia, vomito, miosi e depressione respiratoria, risoltisi in seguito a 
somministrazione e.v. di naloxone e ventilazione assistita (Hayes et al., 
2008). Tra il 1980 e il 2000 nel Regno Unito la buprenorfina è stata correlata 
a 43 casi di fatalità in soggetti adulti: di questi casi, 7 erano dovuti 
all’assunzione della sola buprenorfina (Sweetman, 2009). 
La dose massima consentita in Italia è di 32 mg al giorno; i dosaggi 
disponibili sono i seguenti: 
 
 Compresse sublinguali        0,2 – 2 – 8 mg 
 Cerotti transdermici             35 mcg/ora 
                                                               52 mcg/ora 
                                                               70 mcg/ora 
 Compresse sublinguali associate a buprenorfina/naloxone 
                                                                   2 mg / 0,5 mg 
                                                                   8 mg / 2 mg 
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1.2.2 Impiego terapeutico della buprenorfina 
 
La dipendenza da eroina può essere curata con trattamenti definiti sostitutivi, 
in cui sotto controllo medico si assumono dei farmaci che vanno a sostituire 
l’azione dell’eroina; le terapie farmacologiche maggiormente utilizzate sono a 
base di oppioidi a lunga emivita (Mattick et al., 2009), quali il metadone (Fig. 
5a), la buprenorfina (Fig. 5b) e l’associazione buprenorfina/naloxone (Fig. 
5c).  
 
  
 
 
 
Programmi terapeutici effettuati con tali trattamenti hanno permesso un netto 
miglioramento delle qualità di vita dei pazienti dipendenti da eroina, valutata 
non solo come riduzione del consumo degli oppioidi illegali, ma anche come 
riduzione di attività criminali, diminuzione della trasmissione di malattie 
infettive correlate alla tossicodipendenza e incremento di attività produttive e 
a b 
c 
23 
 
lavorative come conseguenza di una migliorata condizione della salute fisica e 
psichica (Sees et al., 2000;Carrieri et al., 2006). 
Purtroppo, l’uso improprio sia per il metadone che per la buprenorfina, 
ovvero un utilizzo del farmaco al di fuori dell’impiego terapeutico con 
l’arbitraria modifica degli obbiettivi dell’assunzione, delle vie di 
somministrazione soprattutto dei dosaggi giornalieri per lo più a scopo 
voluttuario, è un fenomeno di frequente riscontro e rappresenta uno dei 
principali problemi connessi ai trattamenti della dipendenza da eroina 
(Inciardi et al., 2009). 
Al fine di arginare questo grave problema, da diversi anni, la ricerca 
scientifica ha sviluppato formulazioni di oppioidi denominate Abuse 
Deterrent Formulations (ADF), le quali hanno come obbiettivo principale 
quello di scoraggiare e rendere meno attrattivo l’utilizzo improprio dei 
farmaci contenenti oppioidi. Nonostante le varie ADF abbiano evidenziato la 
loro efficacia in tal senso, esse non costituiscono la soluzione definitiva ad un 
fenomeno complesso che presenta risvolti sia farmacologici che di gestione 
clinica del paziente. Ad oggi, tra le diverse ADF quelle proposte per il 
trattamento della dipendenza da eroina sono la combinazione dell’agonista 
con l’antagonista (come nel caso specifico dell’associazione 
buprenorfina/naloxone) e i sistemi a rilascio controllato, tra cui dispositivi 
transdermici e gli impianti sottocutanei a base di buprenorfina in grado di 
rilasciare una quantità costante di farmaco per diversi giorni o mesi (Ling et 
al., 2010;Lanier et al., 2007). Attualmente, le compresse di Suboxone®, 
costituite da buprenorfina e naloxone in rapporto stechiometrico di 4:1, sono 
le più utilizzate; la somministrazione sublinguale giornaliera fa sì che i suoi 
effetti terapeutici dipendano solo dalla buprenorfina, in quanto il naloxone è 
poco assorbito per tale via. L’aggiunta di naloxone alla buprenorfina è stata 
finalizzata esclusivamente per scoraggiare l’uso improprio per via endovenosa 
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della formulazione; infatti, avendo il naloxone un’azione antagonista, qualora 
fosse somministrato per via endovenosa provocherebbe crisi di astinenza tali 
da produrre nel consumatore dipendente sensazioni spiacevoli che ne 
disincentivano l’uso.  
Una formulazione transdermica di buprenorfina, non disponibile in 
commercio, è stata sviluppata e testata con vantaggi, quali una minore 
fluttuazione nelle concentrazioni ematiche (frequenti invece con la 
somministrazione sublinguale), un minor uso improprio del farmaco e una 
maggiore compliance al trattamento (Ling et al., 2010). Un impianto 
sottocutaneo di buprenorfina (Probuphine®), è stato testato  per il trattamento 
della dipendenza da oppiacei. Esso è costituito da una matrice polimerica di 
etilenvinilacetato e buprenorfina che viene impiantato in genere nel braccio e 
che rilascia costantemente la buprenorfina per almeno sei mesi. Oltre al minor 
potenziale di uso improprio, l’impianto sviluppato è un’alternativa terapeutica 
più favorevole rispetto alla somministrazione sublinguale, eliminando la 
necessità di un controllo quotidiano del paziente e riducendo al minimo le 
fluttuazioni delle concentrazioni plasmatiche di buprenorfina (Lanier et al., 
2007). Numerosi fattori concorrono nei meccanismi di innesco dell’uso 
improprio dei farmaci oppiodi: la mancata disponibilità delle ADF, la scarsa 
compliance del paziente e l’inadeguata posologia giornaliera del farmaco. Per 
arginare questo fenomeno è necessario ottenere un’idonea stabilizzazione 
farmacologica e clinica del paziente che è una diretta conseguenza del 
raggiungimento di adeguati livelli plasmatici del farmaco (verificabile tramite 
monitoraggio terapeutico). Inoltre l’ampia variabilità interindividuale nel 
metabolismo mina la possibilità di utilizzare lo stesso schema posologico per 
tutti i pazienti, in quanto alcuni non rispondono in maniera adeguata alla 
somministrazione giornaliera, mentre altri hanno elevati livelli plasmatici del 
farmaco anche a bassi dosaggi. Pertanto, solo un accurato monitoraggio nei 
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fluidi biologici permette di personalizzare la terapia sostitutiva. In letteratura 
sono riportate numerose pubblicazioni relative alle metodiche per l’analisi 
della buprenorfina in differenti matrici biologiche in pazienti in trattamento 
farmacologico per la dipendenza da eroina oppure a scopo legale/forense in 
caso di sospetto abuso o uso improprio del farmaco (Raggi et al., 2011). 
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2 Scopo della tesi 
 
Lo scopo del presente lavoro di tesi è stato lo sviluppo e la validazione di una 
metodologia analitica di semplice esecuzione, rapida, affidabile ed 
economica, volta alla ricerca e alla quantificazione di buprenorfina e del suo 
metabolita, norbuprenorfina, mediante gas cromatografia accoppiata a 
spettrometria di massa (GC – MS). Viene, in particolare, affrontata la 
problematica relativa all’utilizzo di un opportuno agente derivatizzante in fase 
acquosa. I vantaggi che un processo di derivatizzazione in ambiente acquoso 
può apportare nelle analisi di tipo tossicologico forense, ma non solo, possono 
essere diversi, primo fra tutti la possibilità di evitare o comunque di ridurre al 
minimo la perdita di analiti particolarmente volatili come ad esempio le 
amfetamine durante le usuali fasi di estrazione pre-derivatizzazione. 
Altro indiscusso vantaggio è quello di poter derivatizzare le sostanze di 
interesse direttamente nella matrice in cui si trovano e questo può risultare 
particolarmente utile in tutti quei casi in cui l’estrazione delle sostanze come 
tali sia di difficile attuazione anche per la presenza sulla struttura di gruppi 
ionizzabili con diverse caratteristiche (come avviene ad esempio per le 
sostanze anfotere) permettendo quindi di ottenere delle rese estrattive 
decisamente più vantaggiose. 
Infine vi è anche il vantaggio di poter svolgere le operazioni di 
derivatizzazione in tempi molto più brevi rispetto alle normali tecniche 
utilizzate portando quindi ad un notevole risparmio di tempo. 
Lo scopo principale del lavoro è stato quindi quello di riuscire a mettere a 
punto delle condizioni ottimali di derivatizzazione per le sostanze di nostro 
interesse in matrice ematica per poter poi validare la metodica ed applicarla  
ad esempio per il loro monitoraggio su campioni reali di sangue prelevati 
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dalle Autorità competenti (Polizia Stradale, Carabinieri, etc) nell’ambito degli 
accertamenti previsti dall’art. 187 del Codice della Strada.  
 
Si è quindi proceduto inizialmente ad effettuare delle prove in acqua 
bidistillata per valutare la fattibilità dello studio per poi passare, una volta 
accertata l’avvenuta derivatizzazione, alla messa a punto e validazione 
definitiva su sangue intero. L’agente derivatizzante scelto è il 
propilcloroformiato (PCF) ampiamente utilizzato per la derivatizzazione in 
ambiente forense delle amfetamine e composti analoghi grazie alla sua 
reattività nei confronti dei gruppi basici. Differentemente vi sono pochissimi 
casi in letteratura in cui è riportato l'utilizzo dei cloroformiati per composti 
fenolici o alcoli. 
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3 La Tossicologia Forense 
 
La possibilità di accertare in laboratorio una dipendenza fisica da farmaci o da 
qualsiasi altra sostanza da abuso (farmaci psicotropi, droghe, nicotina e alcol) 
è oggi parte fondamentale della medicina legale. Più precisamente, si tratta 
della disciplina nota come "tossicologia forense", cioè quella parte della 
medicina legale che studia le sostanze che sviluppano azione tossica 
sull’organismo. In passato concerneva più strettamente le diagnosi di 
avvelenamento o di intossicazione da veleni di varia natura, ma ad oggi il 
grosso della tossicologia forense, sono proprio le sostanze d'abuso, data la 
diffusione dell'uso di droghe di diversa provenienza e natura, sintetiche e non.  
Qualunque sia l’origine della sostanza chimica esogena (xenobiotico) che 
l’uomo può assumere volontariamente o esserne involontariamente esposto, la 
quantità di sostanza assorbita dall’organismo è distribuita nei vari organi e 
tessuti in accordo con il suo tempo di vita medio. Ogni droga dopo 
l'assunzione (endovena, per via inalatoria, per via orale) segue un percorso 
specifico che porta alla metabolizzazione del principio attivo in essa 
contenuto e alla sua eliminazione finale, salvo accumuli che possono 
verificarsi in tessuti diversi. 
La biotrasformazione dello xenobiotico produce dunque, metaboliti attivi o 
inattivi che, a loro volta, sono distribuiti nell’organismo dal quale vengono 
escreti principalmente attraverso feci e urine, in quantità diverse. 
In pratica, a parte le somministrazioni endovena che entrano direttamente in 
circolo e arrivano abbastanza presto al filtro epatico, anche le altre vie di 
assunzione prevedono la metabolizzazione da parte del fegato e, quindi, ciò 
che si misura in laboratorio sono i prodotti della trasformazione metabolica 
epatica e delle varie droghe di partenza.  
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Di conseguenza, le tecniche analitiche che consentono di diagnosticare un 
eventuale uso di droghe da parte di un individuo si basano non solo sul 
dosaggio della “droga parente” ma anche dei suoi metaboliti. Infatti, per 
alcune sostanze di abuso, la presenza della “droga parente” in un campione 
incognito potrebbe essere correlata ad eventuali contaminazioni esterne e dar 
luogo, quindi, a falsi positivi, mentre la determinazione dei metaboliti nelle 
matrici biologiche conferma l’assunzione effettiva della droga stessa. 
 
3.1 Le matrici biologiche 
 
Le analisi delle sostanze d’abuso possono essere effettuate su diverse matrici 
biologiche sia convenzionali (sangue, urine) che non convenzionali (capelli, 
saliva, sudore, pilizio pubico, ascellare o toracico, etc..). 
 
3.1.1 Il sangue 
Nel sangue la presenza di sostanze d'abuso e loro metaboliti è rilevabile solo 
se il prelievo viene eseguito entro poche ore dopo l'assunzione in quanto le 
concentrazioni diminuiscono in maniera molto sensibile nel giro di poco 
tempo in seguito al processo di ridistribuzione a livello dei vari organi e siti di 
azione oltre che per i processi metabolici ai quali vanno incontro le sostanze.  
Quindi, la concentrazione ematica e/o plasmatica della sostanza ricercata, 
consente di stabilire o di escludere quella che viene definita “l’attualità d’uso” 
e cioè l’eventualità che il soggetto possa essere, al momento del prelievo 
ematico, sotto effetto della sostanza stupefacente per cui la concentrazione 
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riscontrata è direttamente correlabile allo status psicofisico del soggetto al 
momento del prelievo. 
 
3.1.2 L’urina e le altre matrici non convenzionali 
L’urina a differenza del sangue, consente un prelievo non invasivo, la 
possibilità di campionare grandi volumi e di determinare le sostanze e i loro 
metaboliti anche a distanza di alcuni giorni dall’assunzione. Vi sono però 
degli svantaggi legati soprattutto al rischio che l’urina possa essere facilmente 
adulterata con l'aggiunta di sostanze che ne variano il volume o le sue 
caratteristiche chimico-fisiche o per diluizione.  
 
Oltre a questi due liquidi biologici normalmente usati nella determinazione di 
sostanze d’abuso e/o loro metaboliti, da diversi anni è stata presa in 
considerazione la possibilità di utilizzare matrici non convenzionali. Tra 
queste la saliva, i capelli ed il sudore che sono le matrici biologiche su cui si è 
focalizzato l'interesse della ricerca internazionale e che stanno rivestendo un 
ruolo sempre più importante in ambito tossicologico-forense, soprattutto per 
quanto riguarda l’utilizzo della matrice cheratinica, l’unica in grado di dare 
indicazioni riguardanti l’uso abituale o un uso protratto nel tempo da parte del 
soggetto. 
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3.2 Le metodiche analitiche 
 
Le metodiche analitiche utilizzate in laboratorio sono generalmente di due 
tipi: metodiche di screening e metodiche di conferma.  
 Le analisi iniziali (test di screening) sono quei test utilizzati al 
fine di analizzare in poco tempo un gran numero di campioni in 
maniera economica, efficace e standardizzata. Questi test 
permettono di escludere i campioni che risultano negativi, ossia 
quei campioni che non contengono la sostanza o la classe di 
sostanze indagata oppure quelli in cui la concentrazione è al di 
sotto di un valore soglia (cut-off).  
 Le analisi di conferma servono a verificare che non ci siano 
risultati falsi positivi dovuti alla non specificità dei test iniziali. 
In genere vengono eseguiti su una seconda aliquota del campione 
sul quale è stato effettuato il test iniziale. L’analisi di conferma si 
deve basare su principi fisici e chimici diversi da quelli dei test 
iniziali e deve essere di tipo quantitativo e per questo motivo 
vengono utilizzate tecniche cromatografiche abbinate a 
spettrometri di massa (GC/MS o LC/MS). I campioni riservati 
all’analisi di conferma subiscono da prima un processo di 
estrazione degli analiti dalla matrice biologica al fine di 
purificare il campione e concentrare gli analiti stessi prima 
dell’analisi cromatografica. 
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3.2.1 Validazione del  metodo analitico 
Poiché gli accertamenti tossicologici in tema di analisi delle sostanze d’abuso 
nei reperti biologici, possono spesso assumere carattere di prova giudiziaria e 
quindi avere rilevanza medico-legale, vi è la necessità di utilizzare tecniche 
analitiche rigorose, affidabili e validate oltre che attenersi a quelle che sono le 
Linee Guida riportate sia a livello nazionale che internazionale .  
Nell’ambito dei laboratori che svolgono analisi di tipo tossicologico-forense e 
quindi con finalità medico-legali sono state elaborate Linee Guida in risposta 
alle varie esigenze (Gruppo Tossicologi Forensi Italiani, 2008). Tra le altre il 
fatto che le analisi di questo tipo siano suscettibili di miglioramento continuo 
sia in fatto di consolidamento delle tecniche analitiche in uso o di 
acquisizione di nuove, sia in fatto di individuazione di analiti indagabili e 
campioni biologici diversi dai tradizionali.  
Sulla base della necessità di raggiungere metodiche che garantiscano requisiti 
certi di trasparenza ed uniformità, i laboratori interessati al settore specifico, 
dovrebbero raggiungere un alto livello qualitativo. Questo viene assicurato 
non solo dalla certezza che gli stessi risultati provengano da strutture che 
dispongano di organizzazioni efficaci ed affidabili nel tempo ma anche 
dall’utilizzo di metodiche e tecniche largamente sperimentate. 
Partendo da tali esigenze e facendo riferimento a indicazioni e 
raccomandazioni su come gestire ogni processo analitico, garantite dalle 
Linee Guida che mettono inoltre a disposizione di tutti i laboratori interessati 
a tale settore uno strumento con caratteristiche operative universali, si procede 
verso l’importante aspetto della validazione del metodo. 
È infatti noto che tutte le procedure analitiche debbano essere validate al fine 
di garantire la qualità del dato. Ciascun laboratorio deve validare il metodo 
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prescelto per la determinazione dell’analita con riferimento alla natura della 
matrice. 
In accordo con le “Linee Guida per i laboratori di analisi delle droghe d’abuso 
con finalità medico-legali” e la direttiva 96/23/CE del Consiglio Europeo 
relativa al “Rendimento dei metodi analitici e all’interpretazione dei risultati” 
pubblicata dalla Gazzetta Ufficiale della Comunità Europea (Gazzetta 
Ufficiale della Comunità Europea 17.8.2002 Legge 221/8), i criteri minimi 
generalmente impiegati per la validazione del metodo sono: 
Specificità: la metodica deve essere in grado di identificare univocamente la 
presenza di una sostanza nel campione analizzato e di distinguerla da sostanze 
aventi struttura simile (es. isomeri); il metodo deve inoltre essere in grado di 
distinguere l’analita da eventuali sostanze interferenti derivanti dalla 
composizione biologica della matrice su cui si opera (effetto matrice). Si 
devono adottare strategie per superare qualsiasi interferenza prevista con altre 
sostanze ad esempio prodotti omologhi, analoghi, prodotti metabolici del 
residuo in questione. 
Linearità (taratura e calibrazione): esprime la capacità di ottenere risultati 
direttamente proporzionali alla concentrazione dell’analita nel campione. 
Viene pertanto costruita una retta di calibrazione dove devono essere utilizzati 
almeno 5 livelli di concentrazione. Nella comune pratica per determinare la 
linearità si fa riferimento al calcolo del coefficiente di correlazione “r2” . La 
guida per la validazione delle procedure analitiche FDA raccomanda che il 
coefficiente di correlazione debba essere presentato per valutare la relazione 
lineare e che debba essere calcolato sulla base di metodi statistici adeguati 
(Araujo, 2009). 
Limite di determinazione (LOD): rappresenta il contenuto più piccolo della 
sostanza che è possibile rilevare in un campione. La capacità di rilevazione è 
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il livello più basso al quale un metodo è in grado di rilevare campioni 
effettivamente contaminati. 
Limite di quantificazione (LOQ): rappresenta la concentrazione alla quale, in 
tutte le condizioni strumentali, il metodo è sempre in grado di quantificare la 
sostanza in esame secondo i criteri stabiliti e con la necessaria precisione. 
Precisione e accuratezza: deve essere valutata la ripetibilità e l’accuratezza, 
cioè lo scostamento tra il risultato di una prova e il valore di riferimento 
convenuto. Nella maggioranza delle pubblicazioni in questi parametri si 
racchiude quella che è la riproducibilità inter- e intra- day intendendo quindi 
la precisione ottenuta operando nelle stesse condizioni analitiche e per un 
intervallo di tempo compreso nello stesso giorno e in giorni diversi. Tale 
parametro verifica quindi l’affidabilità del metodo interlaboratorio 
analizzando l’errore totale dato da analista, strumento e condizioni operative. 
Alcune Linee Guida includono il concetto di ripetibilità in quello di 
precisione e  precisano che anche il concetto di accuratezza sia da 
determinarsi tramite questi parametri. 
Recupero: si intende la percentuale della concentrazione effettiva di una 
sostanza recuperata durante la procedura analitica.  
Nel nostro caso, non essendo disponibile sul mercato lo standard puro di 
riferimento relativo ai derivati che andiamo a formare, non ci è stato possibile 
determinare questo parametro. 
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3.3 Tecnica gas-cromatografica con detector massa (GC/MS) 
 
La cromatografia è una tecnica analitica in cui nella colonna cromatografica 
avviene la separazione dei diversi componenti che costituiscono il campione 
sottoposto ad analisi. Essa viene accoppiata con una tecnica di rivelazione 
che, come ormai stabilito da tutte le linee guida nazionali ed internazionali, è 
costituita dalla spettrometria di massa. 
Lo spettrometro di massa è uno strumento che produce ioni e poi li separa in 
base al loro rapporto massa su carica (m/z). 
Gli ioni possono essere prodotti mediante diverse tecniche (impatto 
elettronico, ionizzazione chimica, trasferimento di carica, ionizzazione di 
campo), e possono essere separati in diversi modi: da analizzatori magnetici, 
quadrupoli, octapoli, trappole ioniche, tempi di volo. 
La spettrometria di massa (MS) può essere usata per risolvere complessi 
problemi di chimica analitica, di biochimica, di tossicologia forense, di 
chimica clinica e tossicologica e cioè come: 
1.   conferma di identità strutturale; 
2.   identificazione di composti sconosciuti; 
3.   delucidazione della struttura di molecole complesse; 
4. quantificazione di componenti selezionati presenti in piccola quantità in 
campioni biologici; 
5. analisi dinamica, in vitro e in vivo, di trasformazioni metaboliche. 
 
36 
 
L’aggiunta di una quantità nota di una sostanza conosciuta,  lo standard 
interno (IS), costituito quando possibile dall’analogo deuterato della molecola 
che vogliamo andare a ricercare, rende i risultati di analisi condotte con più 
passaggi (campionamento, estrazione, rivelazione GC/MS), indipendenti da 
eventuali errori di diluizione, dal recupero di estrazione, da variazioni del 
volume di campione introdotto nello strumento di analisi o da eventuali 
perdite di campione durante le varie fasi analitiche.  
L’indipendenza da tutti questi fattori deriva dal fatto che le rette di 
calibrazione vengono costruite riportando misure relative: sull’asse delle 
ascisse si riporta la concentrazione nominale dell’analita in ciascun campione; 
sull’asse delle ordinate i rapporti tra le aree dei picchi cromatografici relativi 
all’analita e allo standard interno. Qualsiasi errore introdotto durante l’intera 
procedura di analisi si rifletterà in maniera analoga sull’analita e sullo 
standard interno e il rapporto tra le aree dei due picchi cromatografici resterà 
pressoché invariato. Questo sarà tanto più vero quanto più lo standard interno 
scelto mostri proprietà chimicofisiche simili all’analita. In questo caso, infatti, 
analita e standard interno saranno caratterizzati dagli stessi recuperi di 
estrazione e, nel caso si usi uno spettrometro di massa come rivelatore, dalla 
stessa resa di ionizzazione, ottenendo, complessivamente, una risposta simile 
tra analita e standard interno. 
Dall’equazione della retta di taratura e dai coefficienti di correlazione si 
verifica la linearità delle curve di calibrazione negli intervalli di 
concentrazione presi in esame. La concentrazione degli analiti in campioni 
incogniti viene calcolata inserendo i valori misurati dei rapporti tra le aree dei 
picchi cromatografici dell’analita e dello standard interno nell’equazione della 
curva di calibrazione: il valore di concentrazione dell’analita nel campione 
incognito è dato dal valore della x nell’equazione. 
 
37 
 
 
Una delle problematiche  connesse alla tecnica gas cromatografica sta nella 
necessità che le sostanze che vengono analizzate si trovino nella possibilità di 
essere volatili in quanto dovranno poi essere trasportate lungo tutto il percorso 
della colonna cromatografica mediante un flusso di gas inerte. Questa 
condizione è difficilmente raggiungibile da tutte quelle sostanze che 
presentano nella loro struttura gruppi polari che ne aumentano il punto di 
ebollizione e quindi ne diminuiscono drasticamente la volatilità. Per ovviare a 
questa problematica si ricorre quindi, prima dell’analisi stessa, ad un processo 
cosi detto di “derivatizzazione” che ha lo scopo, mediante reazione dei gruppi 
polari con particolari sostanze derivatizzanti, di funzionalizzare tali gruppi 
rendendoli completamente apolari con il risultato di ottenere un notevole 
aumento della volatilità della molecola ed un incremento delle proprietà 
cromatografiche. Questo permette di poter analizzare mediante 
gascromatografia anche sostanze che apparentemente non sarebbe possibile 
valutare. 
Tale reazione consiste di solito in una esterificazione, una acilazione o una 
eterificazione dello stesso (Husej, 1998). 
 
3.3.1 Il processo di derivatizzazione 
 
In GC le molecole “viaggiano” in fase di vapore. I gruppi polari come -OH 
rendono le sostanze alto-bollenti per cui  per vaporizzare le molecole polari 
occorre un riscaldamento spinto che può provocarne la decomposizione 
termica. La derivatizzazione “maschera” i gruppi polari rendendo le molecole 
più volatili. 
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Generalmente la derivatizzazione consiste nel legare chimicamente alla specie 
chimica da determinare un raggruppamento chimico che fornisce alla specie 
in esame nuove caratteristiche chimico-fisiche allo scopo, non solo di rendere 
più volatili i composti poco volatili, ma anche più stabili quelli che potrebbero 
deteriorarsi nelle condizioni di temperatura necessarie per l'analisi 
gascromatografia (50° - 300° C). Inoltre il processo di derivatizzazione 
permette di ottenere una migliore interazione tra la sostanza e la fase 
stazionaria della colonna incrementando notevolmente la risoluzione 
cromatografica e quindi la sensibilità del metodo. Usualmente gruppi 
funzionali quali alcooli, fenoli, mercaptani, acidi carbossilici, amine, amidi, 
ecc., che possiedono caratteristiche di alta polarità e bassa volatilità, vengono 
trasformati in derivati più volatili e termicamente stabili. 
 
La reazione di derivatizzazione può essere schematizzata come segue: 
 
R-H + D-X → R-D + H-X 
 
Essa deve essere selettiva, rapida, non deve dare origine a riarrangiamenti o 
alterazioni strutturali durante la formazione dei derivati, deve essere completa 
(90 – 100%) perché non ci sia perdita di campione e deve generare prodotti di 
reazione stabili. 
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Quattro sono le classi principali di reazioni sfruttate per derivatizzare le 
molecole da analizzare: 
1. Silanizzazioni 
2. Alchilazioni 
3. Acilazioni 
4. Esterificazioni 
La scelta del reagente derivatizzante è influenzata dalla natura dell'analita e 
dai gruppi funzionali che esso porta, e dalla compresenza di più gruppi 
funzionali. 
La silanizzazione è di gran lunga il tipo di derivatizzazione più sfruttato in 
gascromatografia. Gli agenti silanizzanti reagiscono in genere facilmente con 
numerose classi di composti ed hanno anche il pregio di non dare prodotti 
collaterali. Tra questi il più semplice è il trimetilclorosilano (TMCS) 
(CH3)3Si-Cl. Esso in generale sostituisce gli atomi di idrogeno reattivo con 
gruppi trimetilsililici, (per esempio i gruppi alcoolici vengono trasformati nei 
corrispondenti gruppi trimetilsililetere). La capacità di formare silil derivati 
segue l'ordine seguente:  
alcoli > fenoli > acidi carbossilici > ammine > ammidi 
Oltre al TMS si usano anche trimetilalosilani, TMS-ammine, TMS-esteri e 
TMS-ammidi (la più usata è la MSTFA: N-metil-N-trimetilsilil-
trifluoroacetammide). 
Una reazione analoga a quelle con gli agenti silanizzanti è la reazione di 
alchilazione che introduce un alchile su vari substrati. 
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I reagenti usati a questo scopo sono generalmente, alogenuri alchilici come 
bromuri e idruri alifatici a basso peso molecolare (metilici, etilici, propilici e 
isopropilici) (i più usati sono i bromuri o gli ioduri di metile, etile, propile, 
butile) e bromuri benzilici. Si ha il rimpiazzo di un idrogeno reattivo con un 
alchile o arile, su gruppi funzionali come acidi carbossilici, alcoli, tioli, fenoli, 
ammine primarie e secondarie, ammidi e sulfonammidi. Per la GC-MS si usa 
per lo più la metilazione, perché aumenta di poco la massa molecolare e per la 
volatilità dei derivati metilici. Come catalizzatori si usano ossido di argento, 
ossido di bario e idruro di sodio.  
Tra le alternative a disposizione del chimico per derivatizzare un analita vi è l' 
acilazione. Questa tecnica consiste nella conversione dei composti che 
contengono idrogeni attivi (-OH, -NH2, -NHR, =NH, -SH) in esteri, ammidi, 
o tioesteri attraverso la reazione con acidi carbossilici o altri derivati 
carbossilici in particolare  cloruri acilici, anidridi acide (come l'anidride 
acetica) o derivati acilici reattivi, come gli imidazoli acilati. 
Gli acidi carbossilici sono trasformabili in esteri, mediante reazione con un 
eccesso di alcool e riscaldamento a riflusso con un catalizzatore (HCl, BF3 o 
H2SO4). 
Nel nostro lavoro di tesi l’agente derivatizzante utilizzato è il propil-
cloroformiato (PCF) avente formula di struttura CH3CH2CH2OCOCl che 
presenta l’indiscutibile vantaggio di poter essere utilizzato direttamente nella 
fase acquosa, rendendo così l’estrazione dei derivati molto più agevole 
rispetto all’estrazione pre-derivatizzazione, soprattutto nel caso degli oppiacei 
dove abbiamo molecole con comportamento anfotero. 
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3.4 Precedenti studi per la determinazione di buprenorfina 
 
Diversi metodi analitici basati su GC/MS, LC/MS o LC/MS/MS sono stati 
pubblicati per la determinazione di buprenorfina e norbuprenorfina in 
differenti matrici biologiche, principalmente sangue, urine e plasma. 
Per la simultanea determinazione di buprenorfina, flunitrazepam e loro 
metaboliti, campioni di plasma sono stati estratti tramite un’ estrazione 
liquido/liquido. I composti estratti sono successivamente derivatizzati con 
N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamide (BSTFA), utilizzando 
trimetilclorosilano (TMCS) come catalizzatore. Sono stati poi analizzati 
tramite GC/MS in modalità SIM (selected ion monitoring mode) (Pirnay et 
al., 2004). 
Oltre a questo studio, è stato sviluppato, ottimizzato e validato un metodo 
GC/MS sensibile e specifico per la determinazione di buprenorfina e del suo 
metabolita norbuprenorfina, in campioni ematici. La preparazione del 
campione include una estrazione in fase solida di entrambi gli analiti e la loro 
derivatizzazione con anidride acetica in piridina (Papoutsis et al., 2011). 
Per la determinazione di buprenorfina e norbuprenorfina nelle urine, è stata 
sviluppata una procedura che vede sempre l’utilizzo della tecnica analitica gas 
cromatografica accoppiata a spettrometria di massa, dove gli analiti sono stati 
convertiti, dopo idrolisi enzimatica, nei loro metil derivati tramite una 
alchilazione estrattiva diretta utilizzando iodometano sciolto in metil-t-butil 
etere (MTBE) (Lisi et al., 1997). 
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4 Materiali e metodi 
 
4.1 Solventi e sostanze utilizzate 
 
 Acetonitrile (Sigma Aldrich) 
 Trietilammina (Sigma Aldrich) 
 Clorobutano (Sigma Aldrich) 
 Acetato di etile (Sigma Aldrich) 
 
 Buprenorfina (Cerilliant) 
 Norbuprenorfina (Cerilliant) 
 
 propil-cloroformiato (Sigma Aldrich) 
 
 campioni di sangue prelevati e donati dall’ U.O. di Immunoematologia 
e Centro Trasfusionale dell’Azienda Ospedaliero Universitaria Pisana. 
 
 
4.2 Strumentazione 
 
 Gas cromatografo GC 2010 plus con autocampionatore modello AOC 
20i e rivelatore di massa QP 2010 Ultra a singolo quadrupolo il tutto 
gestito tramite software GCMSolution (Shimadzu) 
 Colonna Rtx-5MS (crossbond 5% diphenyl/ 95% dimethyl 
polysiloxane) 15 metri, 0,25 mmID, 0,25 m df (Restek) 
 centrifuga Universal 32 Hettich- 
 agitatore magnetico Arec Velp Scientifica 
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4.3 Metodica utilizzata 
 
La nuova metodica di derivatizzazione è stata messa a punto utilizzando come 
unico agente derivatizzante il propilcloroformiato direttamente nella matrice 
acquosa associandolo alla trietilammina che ha come azione quella di 
catalizzare la reazione di derivatizzazione.  
Si è deciso di cominciare la sperimentazione lavorando inizialmente su acqua.  
Tale procedura prevede i seguenti passaggi: 
 
- 1 mL di H2O deionizzata viene addizionata con concentrazioni note di 
Buprenorfina e Norbuprenorfina (e analoghi deuterati come standard 
interni). 
- Vortexando, si aggiungono 0,5 ml di aceto nitrile, solvente organico che 
facilita la derivatizzazione 
- Si aggiungono 30 microlitri di trietilammina (TEA) il catalizzatore vero e 
proprio, sempre su vortex 
- Si passa all’estrazione liquido/liquido utilizzando come solvente di 
estrazione 3 ml di clorobutano  
- Infine si derivatizza aggiungendo 30 microlitri di PCF, l’agente 
derivatizzante 
- Aggiunta di 2 ml di H2O 
- la soluzione viene poi centrifugata a 5000 rpm per favorire la separazione 
delle fasi. La fase organica viene portata a secco sotto flusso di azoto. 
- il residuo viene ripreso con 50 µL di acetato di etile ed analizzato mediante 
GC-MS con metodica specifica 
 
Una volta accertato che la metodica applicata su acqua porta ai risultati 
ipotizzati si decide di trasferirla, con opportune modifiche legate alla presenza 
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della matrice biologica, su campioni reali di sangue “bianco” addizionato alle 
opportune concentrazioni delle due sostanze da ricercare. 
Il processo di deproteinizzazione viene effettuato mediante aggiunta in 
rapporto 1:1.5 di acetonitrile (300 microlitri di acetonitrile per 200 microlitri 
di sangue) e successiva centrifugazione del campione. 
In definitiva la presenza di buprenorfina e norbuprenorfina su sangue viene 
determinata tramite la seguente metodica: 
 
 200 µL di sangue intero addizionato delle sostanze e dei loro analoghi 
deuterati 
 deproteinizzazione mediante aggiunta, sotto agitazione su vortex, di 
300 µL di acetonitrile 
 separazione del coagulo mediante centrifugazione a 7000 rpm per 5 
minuti 
 il surnatante viene trasferito in altra provetta ed addizionato di 30 µL di 
TEA e successivamente di 3 ml di clorobutano 
 sotto agitazione si aggiungono 30 µL di PCF prima di procedere con 
l’estrazione dei derivati ottenuti si aggiungono 3 ml di H2O 
 Si centrifuga a 5000 rpm per 5 minuti  
 si recupera la fase organica che viene portata a secco mediante flusso di 
azoto. 
 il residuo ottenuto viene ripreso con 50 µL di acetato di etile ed 
analizzato mediante GC-MS. 
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5 Risultati e discussione 
 
5.1 Derivatizzazione con PCF 
 
Sia la buprenorfina che la norbuprenorfina possiedono ben due funzioni 
ossidriliche, ma la metodica adottata porta alla formazione del mono – 
derivato. In particolare, risulta essere coinvolto l’OH fenolico (Figura 6a e 
Figura 6b). 
                              
 
 
La trietilammina ha la funzione di salificare, e quindi tamponare, l’acido 
cloridrico che si formerebbe durante la reazione, e di conseguenza, di 
promuovere la reazione stessa tra buprenorfina o norbuprenorfina con il PCF. 
Di fatto, la reazione tra un alcool e il cloruro di un acido (in questo caso il 
cloruro di acido alchil–carbonico) è una “sostituzione nucleofila al doppio 
legame C=O” in cui l’atomo di Ossigeno fenolico, nucleofilo, attacca l’atomo 
di Carbonio del carbossilato spostando lo ione ione cloruro: 
Figura 6a. Buprenorfina derivatizzata con PCF 
Figura 6b. Norbuprenorfina derivatizzata con PCF 
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Segue deprotonazione dell’atomo di Ossigeno: 
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Lo ione idrogeno liberato, che altrimenti andrebbe ad abbassare il pH del 
mezzo di reazione, viene acquistato dalla base trietilammina per formare, 
insiema allo ione cloruro, il sale di trietilammonio: 
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Il processo di derivatizzazione abbassa la polarità e l’idrofilicità di 
buprenorfina e norbuprenorfina, migliorandone le proprietà gas – 
cromatografiche, minimizzando l'adsorbimento nella colonna – indesiderabile 
e non specifico – e permettendo l'ottenimento di migliori forme dei picchi. 
Dopo trattamento con PCF, sono stati monitorati per l’analisi quali-
quantitativa i seguenti ioni (m/z) con sottolineati quelli utilizzati per la 
quantificazione: 
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buprenorfina: 496, 464 e 452 (Figura 7a)  (buprenorfina D4, standard interno 
500, 468 e 456)  
norbuprenorfina: 528, 493 e 510 (norbuprenorfina D3, standard interno 531, 
496 e 513) (Figura 7b) 
 
 
 
 Retta di calibrazione: per esprimere la capacità del metodo di ottenere 
risultati direttamente proporzionali alla concentrazione dell’analita nel 
campione, la procedura adottata per tale parametro ha previsto la 
valutazione di sei livelli di concentrazione. In particolare sono state 
utilizzate le seguenti concentrazioni: 
Figura 7a. Spettro di massa relativo al derivato della buprenorfina con il PCF 
Figura 7b. Spettro di massa relativo al derivato della norbuprenorfina D3 con il PCF 
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- 0, 1, 2, 4, 5 e 10 ng/ml 
- ciascun livello viene analizzato in triplicato I 
- i campioni sono stati addizionati di concentrazione fissa di standard 
interno deuterato ad una concentrazione pari a 4 ng/ml (Figura 8). Con 
i risultati ottenuti è stata costruita una retta delle concentrazioni in 
funzione delle aree. La valutazione della linearità del metodo si basa 
sul calcolo del coefficiente di correlazione “r2” il quale dovrebbe 
risultare quanto più possibile tendente all’unità. I risultati definitivi 
ottenuti riportano un valore di 0,998 per la buprenorfina e 0,999 per la 
norbuprenorfina, calcolati attraverso l’utilizzo del foglio di calcolo 
Excel sulla base delle equazioni risultanti (Figura 9).  
 
Figura 8.  Cromatogramma di buprenorfina e norbuprenorfina in presenza di 4 ng/ml di STD 
interno. 
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 Limite di determinazione (LOD): secondo alcune linee guida il limite di 
determinazione può essere calcolato, come nel nostro caso, tramite il 
rapporto segnale/rumore con rapporti accettabili pari a 3 o 2:1 valutati 
confrontando segnali misurati tra campioni (almeno 6 ripetizioni) con 
quantità piccole di analita. Altra modalità prevede invece di utilizzare il 
valore dell’Errore Standard della risposta e la pendenza della retta di 
calibrazione.  
Sulla base quindi dell’equazione della retta y = mx + b la formula è la 
seguente:LOD = (3 SE + b)/m 
Figura 9. Rette di calibrazione di buprenorfina e norbuprenorfina 
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dove SE rappresenta il valore dell’errore standard, pari al rapporto tra la 
Deviazione standard e la media delle concentrazioni. 
Per la buprenorfina il calcolo del LOD tramite il rapporto segnale/rumore ha 
portato ad un risultato di 0,25 ng/mL. Nel caso della norbuprenorfina il limite 
di determinazione è risultato pari a 0,15 ng/mL. 
 Limite di quantificazione (LOQ): il limite di quantificazione, più 
piccola quantità di analita in un campione che può essere determinata e 
quantificata, può essere anch’esso determinato sulla base del rapporto 
segnale/rumore che risulta accettabile per un valore di 10:1. 
La formula che tiene invece conto di risultati di calcoli statistici sulla retta di 
calibrazione è:LOQ = (10 SE + b)/m 
Il valore risultante per buprenorfina e norbuprenorfina è stato 0,35 e 0,25 
ng/ml rispettivamente. 
 Precisione e accuratezza: questo parametro include il valore di 
ripetibilità intra-day e inter-day. Essendo le sostanze in questione 
soggette ad un valore limite consentito, la ripetibilità, secondo la 
Gazzetta Ufficiale delle Comunità Europee, deve essere determinata 
preparando un gruppo di campioni di matrice ematica, fortificati con 
l’analita in modo da produrre concentrazioni equivalenti a 0,5, 1 e 1,5 il 
limite stesso. L’analisi deve essere eseguita con almeno 6 duplicati ad 
ogni livello. Analizzati i campioni e calcolata la concentrazione rilevata 
in ciascun campione vengono calcolate la media, la deviazione standard 
e il coefficiente di variazione % dei campioni fortificati. I passaggi 
vengono ripetuti in almeno due occasioni nello stesso giorno e in giorni 
differenti. 
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Si calcolano le concentrazioni medie e i CV% per tutte le concentrazioni. Il 
valore di CV% ottenuto viene considerato idoneo quando questo risulta 
uguale o inferiore al 15%. 
Le stesse modalità sono state adottate per calcolare la ripetibilità intra-day, 
dove sono state effettuate 6 ripetizioni per ogni concentrazione (3 
concentrazioni) per un totale di 18 campioni. 
Per quanto riguarda la ripetibilità inter-day le medesime ripetizioni sono state 
effettuate in giorni diversi e come previsto sono state  calcolate le medie dei 
vari coefficienti di variazione percentuale. 
In definitiva, essendo il valore preso come riferimento come nostro cut-off 
pari a 4 ng/ml, le concentrazioni utilizzate sono state 2, 4 e 6 ng/ml (n = 6). 
Le medie dei CV% delle ripetizioni intra-day e inter-day (in 3 giorni 
differenti) sono risultate 5,2 e 5,1 %, rispettivamente, per la buprenorfina, 8,2 
e 7,1, rispettivamente, per la norbuprenorfina.  
 Specificità: questo procedimento risulta importante per determinare 
come il metodo riesca a discriminare tra l’analita e le sostanze correlate 
o sostanze presenti nella matrice analizzata. Esso prevede di analizzare 
5 campioni bianchi rappresentativi e valutare la presenza di eventuali 
interferenze (segnali, picchi, tracce di ioni) nella regione interessata alla 
quale l’analita in fase di studio deve eluire. Dai risultati è possibile 
verificare se la presenza può portare ad una falsa identificazione, se 
l’identificazione dell’analita è ostacolata dalla presenza di una o più 
interferenze e se la quantificazione è influenzata in modo percettibile. 
Per fare questo i campioni di sangue sono stati direttamente 
derivatizzati utilizzando la procedura messa a punto senza avere 
effettuato alcuna aggiunta delle sostanze di interesse. Si procede quindi 
con la solita tecnica estrattiva ed analitica utilizzata in precedenza.   
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La valutazione dei cromatogrammi ottenuti ci porta ad escludere qualsiasi tipo 
di interferenza dovuta alla presenza di altre sostanze presenti nella matrice 
ematica in corrispondenza dei tempi di ritenzione relativi ai nostri derivati, 
permettendoci di affermare che il metodo risulta decisamente specifico. 
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6 Conclusioni 
 
Il metodo proposto per la determinazione di buprenorfina e norbuprenorfina 
nei campioni ematici mostra livelli di elevata sensibilità e specificità, senza 
sottovalutare altri vantaggiosi aspetti quali rapidità e relativa semplicità 
dell’analisi. Tutti questi fattori garantiscono l’effettiva applicabilità della 
metodica proposta e quindi la possibilità di effettuare analisi routinarie di 
campioni su vasta scala. 
 
La metodica descritta, dopo essere stata testata e validata su campioni di 
sangue addizionati artificialmente con le sostanze di nostro interesse e alle 
concentrazioni utili per lo svolgimento del lavoro, è stata applicata per 
testarne la validità inizialmente su alcuni campioni reali di sangue provenienti 
da ratti Wistar trattati con una dose pari a 1mg/Kg di una soluzione 1mg/ml di 
buprenorfina somministrata sia per via endovenosa che per via orale, 
dimostrandosi decisamente semplice da attuare e assolutamente affidabile. Di 
seguito viene riportato un esempio di cromatogramma ottenuto su di un 
campione reale di sangue (Figura 10). 
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In funzione dei risultati ottenuti e delle considerazioni che su questi è 
possibile fare, si può sicuramente affermare che il lavoro svolto ha portato 
allo sviluppo e alla validazione di un metodo che ha le caratteristiche della 
semplicità, affidabilità e rapidità così da poter essere utilizzato nella normale 
routine di laboratorio sia clinico che forense, per studi di farmacocinetica, per 
il monitoraggio dei livelli terapeutici con il fine di aggiustare le dosi di 
buprenorfina in pazienti in trattamento farmacologico per la dipendenza da 
eroina o per l’indagine forense. 
Figura 10. Cromatogramma di buprenorfina e norbuprenorfina rilevate dopo trattamento di ratti 
Wistar con una dose di buprenorfina pari a 1mg/kg somministrata per via orale. 
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